[PORTO

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS ABEL SALAZAR centro hospitalar
J UNIVERSIDADE DO PORTO do Porto

Trabalho académico de investigacao
CARATERIZA(;AO DA DISTRIBUI(}AO RELATIVA

DE CELULAS NEUROENDOCRINAS NO JEJUNO-ILEO
Tiago André Pereira Guedes

Mestrado Integrado em Medicina (MIM) do ICBAS/UP e HSA/CHP

Disciplina de Iniciacao a Investigacao Clinica (DIIC)
Responsavel: Prof. Doutora Margarida Lima, HSA/CHP e ICBAS/UP

Orientador: Prof. Doutora Mariana Monteiro, ICBAS/UP



PREAMBULO

Este trabalho, apresentado para fins de obtencdo do grau de Mestre em Medicina,
integra um projeto desenvolvido no ambito da Disciplina de Iniciagao a Investigacao
Cientifica (DIIC) do Curso de Mestrado Integrado em Medicina (MIM) do Instituto de
Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto (ICBAS/UP) e do Centro
Hospitalar do Porto (CHP) e esta estruturado em duas partes: proposta de projeto de
investigacao e respetivo relatério de execugao.

A proposta de projeto foi elaborada durante o ano letivo 2011/2012 e o projeto foi
executado na sua grande parte durante o ano letivo 2012/2013.

O projeto foi executado no Departamento de Anatomia do ICBAS/UP com a
colaboracdo do Departamento de Patologia Forense do Instituto Nacional de Medicina
Legal — Delegacédo Norte, sob a orientagdo da Prof. Doutora Mariana Monteiro, com a
supervisdo da Prof. Doutora Margarida Lima, responsavel pela DIIC.
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REsumo

Introducdo: O sistema incretinico tem sido implicado como um dos principais
mecanismos envolvidos na remissao da diabetes apds a cirurgia bariatrica. As células
incretinicas produzem o polipéptido insulinotrépico dependente da glucose (GIP) e o
péptido semelhante ao glucagon tipo 1 (GLP-1), estimuladores fisiol6gicos da secrecao
de insulina com um importante papel na homeostasia da glucose e no tratamento da
diabetes tipo 2. No entanto, a distribuicdo das células neuroenddcrinas produtoras de
incretinas ao longo do intestino delgado era previamente desconhecida.

Objetivo: O nosso objetivo foi caraterizar a frequéncia das células produtoras de
incretinas ao longo do intestino delgado humano e correlacionar os nossos dados com o
comprimento do intestino delgado, indice de massa corporal, idade e sexo.

Meétodos: Intestinos delgados (n=30) foram colheitos em autépsias médico-legais,
tendo-se amostrado fragmentos a cada 20 cm ao longo de todo o comprimento de
intestino delgado. Foram construidos Tissue Microarrays, contendo cilindros de todas as
amostras, de forma a analisar a expressao de GLP-1, GIP, Cromogranina A por técnicas
de marcacao imunohistoquimica quantificada por ferramentas de analise computorizada
com recurso a microscopia 6tica.

Resultados: A percentagem de area intestinal marcada para as células imunoreativas
para o GLP-1 mostrou ser significativamente superior a partir dos 200 cm distais ao
ligamento de Treitz, sendo particularmente diferente entre o intervalo 300-500 cm em
comparagdo com os primeiros 80 cm do intestino delgado. A expressdo de GIP foi
superior nos primeiros 80 cm, enquanto a Cromogranina A foi constante ao longo de todo
o intestino delgado.

Conclusées: As diferengcas observadas na frequéncia das células intestinais
produtoras de GLP-1 ao longo do intestino delgado podem possivelmente explicar a
elevada secrecdo incretinica associada a chegada precoce de nutrientes ao jejuno
proximal, sendo consistente com o aumento da remissdo de diabetes observada nos
doentes submetidos a bypass gastrico metabdlico com a criacdo de uma ansa

biliopancreatica de 200 cm.

Palavras-chave: Incretinas, GIP, GLP-1, Imunohistoquimica, Morfometria, Diabetes
tipo 2, Cirurgia bariatrica



ABSTRACT

Introduction: Incretins have been implicated as the key mechanism responsible for
diabetes remission after bariatric surgery. Incretin cells produce glucose-dependent
insulinotropic polypeptide (GIP) and glucagon-like peptide 1 (GLP-1) that are physiological
stimulants of insulin release with an important role in glucose homeostasis and in type 2
diabetes treatment. However the distribution of incretin secreting neuroendocrine cells
along the small intestine was previously unknown.

Aim: Our aim was to characterize the frequency of incretin producing cells along the
human small intestine and correlate our putative data with the length of the small intestine,
body mass index, age and sex.

Methods: Small intestines (n=30) have been harvested from forensic autopsies and
tissue fragments were collected every 20 cm along all of the small intestine length. Tissue
microarrays containing cores from all samples were constructed to analyze by light
microscopy the expression of GLP-1, GIP and chromogranin A by immunohistochemical
staining that was quantified by a computerized analysis tool.

Results: The percentage of intestine stained area for GLP-1 imunoreactive cells was
found to be significantly higher 200 cm from the Treitz ligament onwards, being
particularly different between the 300 — 500 cm interval of the gut in comparison to the first
80 cm of small intestine. GIP was predominantly expressed in the first 80 cm, while
chromogranin A expression was constant along all of the small intestine.

Conclusions: The uneven frequency of intestinal GLP-1 cells could be a possible
explanation for early higher incretin secretion that is associated with early arrival of
nutrients to the proximal jejunum and is consistent with the increase in diabetes remission
observed in patients submitted to metabolic gastric bypass with the creation of a 200 cm
biliopancreatic limb.

Keywords: Incretins, GIP, GLP-1, Immunohistochemistry, Morphometry, Type 2
Diabetes, Bariatric surgery
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PROPOSTA DO PROJETO DE INVESTIGACAO
PLANO CIENTIFICO



INTRODUGAO

A participacdo do trato gastrointestinal na regulagdo da secrecdo endécrina é
conhecida desde o inicio do século 20, quando foi descrito pela primeira vez o sistema
enteroenddcrino, como sendo constituido por um conjunto de células localizadas nas
paredes intestinais e morfologicamente adaptadas a secrecdo de péptidos (1).
Atualmente sabe-se que sao expressos mais de 30 genes de hormonas intestinais e que
existem mais de 100 péptidos bioativos distribuidos ao longo do trato gastrointestinal (2).
As hormonas produzidas por estas células sao capazes de influenciar o apetite, a
saciedade, a ingestdo alimentar, as secrecbes gastricas, pancreaticas e hepaticas, a
motilidade gastrointestinal e a homeostasia e metabolismo da glucose (3). Uma das
interaccdes mais estudadas entre os fatores secretados pelo trato gastrointestinal e o
sistema enddcrino é o efeito incretina, que corresponde ao fendmeno de amplificagdo da
secregao de insulina ap6s a administragédo oral de glucose quando comparada com a sua
administracdo endovenosa (4-6). Pensa-se que este efeito seja responsavel por 50-70%
da secrecdo de insulina observada apés a ingestdo de glucose, sendo esta secrecao
duas a trés vezes superior relativamente a que ocorre perante a administracao
endovenosa em individuos saudaveis (7). Esta resposta varia proporcionalmente com a
quantidade de glucose ingerida, garantindo excursbes da glicemia pdés-prandial
semelhantes e limitadas (8).

Ha estudos que sugerem que as hormonas incretinas mais importantes sao o péptido
semelhante ao glucagon tipo 1 (glucagon-like peptide-1, GLP-1) e o péptido
insulinotrépico dependente da glucose (antigamente denominado por péptido inibitério
gastrico, gastric inhibitory peptide, GIP) (9). Estes péptidos sdo secretados por células
pertencentes ao sistema enteroendécrino, sendo ambos membros da superfamilia do
péptido glucagon, possuindo assim algum grau de homologia na sua sequéncia de
aminoacidos (7).

O GIP é um péptido produzido e libertado pelas células K encontradas ao longo da
mucosa do intestino delgado (10), sendo a sua densidade maxima observada no
duodeno (11). A sua secrecao é principalmente feita pelo duodeno € jejuno proximal, em
resposta a ingestdo de carbohidratos e lipidos de forma dose dependente (12). A
interacdo do GIP com o seu recetor na célula beta-pancreatica apresenta efeito
insulinotrépico para concentragées de glucose elevadas, normalmente acima de 5-6mM
(90-108 mg/dl) (13). O GIP mostrou ainda exercer efeitos anti-apoptéticos sobre as
células beta-pancreaticas através da sua agao supressora sobre alguns mediadores da
apoptose como, por exemplo, a proteina caspase-3 (14). Além do pancreas, o recetor do
GIP é expresso ainda no trato gastrointestinal superior, adipécitos, cortex da glandula

9



adrenal, 0sso, hipéfise e numa variedade de regides cerebrais (12). Ao contrario do GLP-
1, como falado mais a frente, o GIP nao influencia a secrecao de glucagon pelas células
alfa-pancreaticas humanas e o esvaziamento gastrico (7). Relativamente aos efeitos do
GIP sobre o metabolismo no tecido adiposo, atualmente desconhecem-se os
mecanismos exatos, existindo no entanto alguma evidéncia que o GIP promove agdes
como o aumento da incorporagao de acidos gordos em triglicerideos estimulada pela
insulina, estimulacdo da atividade da lipoproteina lipase e a sintese de acidos gordos
(15). Apesar de estudos em ratinhos com delegao do gene codificante para o recetor do
GIP mostrarem que estes desenvolvem intolerancia a glucose, outros estudos com
recurso a imunoneutralizagdo do GIP ou com um antagonista do seu recetor, um
fragmento de GIP (GIP [7-30] amido), mostraram uma redugao no efeito incretina de
apenas 20-50%, sugerindo o GIP como nao sendo o Unico responsavel pelo efeito
incretina (16, 17).

A outra hormona incretina, o GLP-1, € um produto do gene proglucagon, que codifica
além do GLP-1, os péptidos glucagon, o péptido semelhante ao glucagon tipo 2
(glucagon like peptide type 2, GLP-2) e outros péptidos derivados (18). E sintetizado
pelas células L, localizadas preferencialmente na mucosa da porgao ileal do intestino
delgado e na mucosa do colon, originando-se do processamento pés-traducao
(especifico do tecido) do seu precursor, o proglucagon (19). Tal processamento origina
como principais produtos nas células L o GLP-1, juntamente com o GLP-2 e a glicentina,
enquanto no pancreas enddcrino o glucagon constitui o principal produto deste
processamento (20). Apesar de estruturalmente homélogos o GLP-2 nao partilha as
mesmas acdes biolégicas com o GLP-1, atuando principalmente como regulador do
crescimento no trato gastrointestinal (21). O GLP-1 é também expresso nas células alfa-
pancreaticas e a semelhanca do GIP vé ainda o seu recetor expresso em neurdnios
presentes em varias regides cerebrais (21). O GLP-1 é secretado em duas formas
bioativas, o GLP-1 [7-37] e o GLP-1 [7-36] amido que constitui a forma ativa
predominante em circulagdo (7). As concentragdes plasmaticas de GLP-1 aumentam
cerca de 3 vezes do estado de jejum (cerca de 15 pmol/L) até ao estado pds-prandial
(cerca de 40 pmol/L) (22), estando a sua secregcao ao longo do dia relacionada com a
libertagdo de insulina (23). A semelhanca do GIP, o GLP-1 atua nas células beta-
pancreaticas através do seu recetor acoplado a proteina G, estimulando a libertagdo dos
granulos de insulina (24). Pensa-se que o efeito insulinotrépico do GLP-1 seja
dependente dos niveis plasmaticos de glucose (25), nao existindo nenhum efeito sobre a
secrecao de insulina para glicemias inferiores a aproximadamente 4,5mmol/L (81 mg/dl)
(7). O GLP-1 é detetado na circulagdo sanguinea minutos apds a ingestao alimentar,
sugerindo esta rapida secregao a existéncia de um estimulo indireto mediado por fatores
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neuronais e endocrinos, despoletados pela presenca de alimentos no trato
gastrointestinal proximal, em detrimento de uma estimulacdo direta através do contacto
das células L com os nutrientes (7). Apesar de os fatores relacionados com a rapida
subida dos niveis de GLP-1 permanecerem largamente desconhecidos em humanos,
estudos experimentais tém envolvido a inervagéo vagal (26) e os recetores muscarinicos
M3 (21) bem como os recetores para o paladar (27) como alguns dos mediadores
envolvidos. Além de estimular a secrecao de insulina, o GLP-1 exerce ainda influéncia
sobre as suas reservas promovendo a sua biossintese bem como a sua expressao
génica (28). O GLP-1 é capaz de suprimir a secregcdo de glucagon pelo tecido
pancreatico apesar de o mecanismo pelo qual o faz permanecer desconhecido,
pensando-se que este efeito inibitério podera ser indiretamente mediado através da
libertacdo de insulina e da estimulagédo da secrecédo de somatostatina (18). Efeitos diretos
sobre as células alfa-pancreaticas nao sao excluidos, uma vez que nessas células sao
também expressos recetores para o GLP-1 (29). Esta inibicdo da producao de glucagon
mostra-se também dependente dos niveis plasmaticos de glucose, sendo improvavel que
o GLP-1 contrarie os efeitos reguladores do glucagon em presenca de hipoglicemia (30).
A par do GIP foram igualmente descritos efeitos diretos do GLP-1 no crescimento celular
e sobrevivéncia das células beta-pancreaticas em modelos animais (31). Relativamente
aos efeitos do GLP-1 a nivel gastrointestinal, Nauck e colegas, mostraram que a
administracdo de doses fisiolégicas de GLP-1 a individuos saudaveis resultava numa
lentificacdo do esvaziamento gastrico e absorcdo de glucose que poderia participar da
subsequente reducao dos niveis de glucose poés-prandiais (32). Estes dados sugerem
que o GLP-1 faz parte de um fenémeno denominado de ileal break através do qual, os
nutrientes presentes no segmento distal do intestino delgado induzem uma redugéo na
motilidade e atividade secretora do trato proximal (33). Em condigdes fisiolégicas é
provavel que os efeitos gastrointestinais do GLP-1, como a redugcdo da secregao e
esvaziamento gastrico, possam ser mais importantes que os insulinotropicos (32). Em
condigcdes patoldgicas, como na diabetes, estes efeitos inibitérios do GLP-1 sobre o trato
gastrointestinal sdo de particular interesse uma vez que contribuem potencialmente para
a reducdo das excursdes dos niveis de glucose pdés-prandial (7). Relativamente aos
efeitos sobre a ingestao alimentar, tem-se mostrado uma redugéo na ingestao calérica e
um aumento da sensacgao de saciedade em estudos onde o GLP-1 foi administrado por
via endovenosa em doses suprafisioldégicas a individuos saudaveis (34), obesos e
diabéticos (35, 36).

Os niveis circulantes de GIP e GLP-1 sao muito baixos em estados de jejum, mas
aumentam rapidamente ap6s uma refei¢cao verificando-se niveis de GLP-1 na linfa 5 a 6

vezes superiores aos niveis encontrados no plasma portal, sugerindo a via linfatica como
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o meio preferido de libertacdo do GLP-1 (37). A degradacdo das incretinas ocorre
minutos apds a sua libertacdo devido a enzima dipeptidil-peptidase IV (DPP-IV) (38). A
enzima é profusamente expressa podendo ser encontrada em varios tecidos e células
como o sistema nervoso central, rim, pulméo, glandula adrenal, figado, intestino, baco,
testiculos e pancreas (39). A DPP-IV é ainda expressa na superficie de macréfagos,
linfécitos e células endoteliais incluindo aquelas que revestem os vasos sanguineos que
drenam a mucosa intestinal e se encontram posicionados diretamente adjacentes aos
sitios de secrecdo do GLP-1 (39). A enzima pode ainda encontrar-se como proteina
sollvel na circulagdo sanguinea (40). A acao enzimatica leva a formagao de metabolitos
inativos ou com fraca capacidade antagonista, sendo que a maioria do GLP-1 e GIP
libertados na circulagdo portal é inativada pela DPP-IV sem chegar a circulagao
sistémica. Assim sendo, apenas uma pequena quantidade das incretinas produzidas é
que consegue atingir as células beta-pancreaticas (7). A degradacao rapida do GLP-1
secretado sugere que esta incretina exerca os seus efeitos antes de entrar nos capilares,
reforcando as teorias que se baseiam na interacao do GLP-1 com as fibras nervosas
sensoriais aferentes resultando posteriormente numa modulagédo eferente vagal (7).
Quando administrado por via endovenosa a individuos saudaveis e a diabéticos, o tempo
de semi-vida plasmatica do GIP é de 5-7 minutos, enquanto do GLP-1 é de 1-2 minutos
(39, 40).

Os doentes diabéticos tém apresentado uma redugao do efeito incretina (41, 42). As
concentragcées de GIP apds a ingestdo alimentar sdo elevadas (43), no entanto a
resposta insulinotrépica perante a administragdo exégena do mesmo mostrou ser 54%
inferior em diabéticos quando comparada com a de individuos normais (44), sendo os
mecanismos celulares precisos que contribuem para a resisténcia a agcdo do GIP ainda
desconhecidos. Os niveis de GLP-1 em doentes diabéticos podem ser semelhantes (41),
elevados (21) ou ainda diminuidos (45) comparativamente aos de individuos saudaveis.
Ao contrario do GIP, a resposta insulinotrépica ao GLP-1 esta preservada nos individuos
diabéticos, uma vez que a administragdo endovenosa de GLP-1 em individuos diabéticos
diminui os niveis de glucose sanguinea em 3 a 4 horas (44). Estudos posteriores
permitiram ainda verificar a permanéncia dos efeitos do GLP-1 na supressao da producao
de glucagon e no atraso do esvaziamento gastrico (46).

A alteracao dos niveis e atividade do sistema das incretinas foi identificado como um
dos potenciais responsaveis pela remissao da diabetes associada a cirurgia bariatrica
(47). A incidéncia da diabetes tem vindo a aumentar, estimando-se que cerca de um tergo
dos doentes sujeitos a cirurgia bariatrica sejam diabéticos (48). Atualmente a eficacia e
seguranga dos procedimentos bariatricos encontram-se bem documentados para
individuos com um indice de massa corporal (IMC) superior a 35 kg/m? na presenca de
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comorbilidades e para individuos com IMC superior a 40 kg/m?® com ou sem
comorbilidades. No entanto, embora alguns estudos de pequenas dimensdes sugiram
que a cirurgia bariatrica também possa ter beneficios em individuos diabéticos com IMC
inferior a 35 kg/m?, a sua utilizacdo com o objetivo de tratar a doencga diabética carece
ainda de evidéncias que permitam determinar a sua eficacia e seguranca a longo prazo
(49).

Uma das hipo6teses avancadas para justificar a melhoria e remissao da diabetes apés
a cirurgia bariatrica centrou-se na restricao alimentar pés-cirlrgica seguida de uma rapida
perda de peso (50). De acordo com esta hipbtese as células beta-pancreaticas seriam
menos estimuladas devido a diminuicao da ingestdo alimentar durante esse periodo,
verificando-se posteriormente os efeitos sensibilizadores a insulina devidos a perda de
peso resultante da cirurgia (50). Assim sendo, seria de esperar que 0s varios
procedimentos em que se verificasse a privacao alimentar pds-cirlrgica imediata, seguida
de uma aquisicao gradual de habitos de dieta e que culminassem num periodo de perda
de peso estavel mostrassem resultados semelhantes. Contudo, a taxa de remissao da
diabetes em doentes obesos submetidos a procedimentos bariatricos varia consoante o
tipo de cirurgia efetuada. Uma meta-analise demonstrou que a taxa de remissao da
diabetes é de cerca de 48% para a banda gastrica ajustavel (BGA) — uma técnica
meramente restritiva, 84% para o bypass gastrico em Y-de-Roux (BGRY) — uma técnica
mista, e mais de 95% na derivagéo biliopancreatica (DB) — uma técnica malabsortiva (51).
Enquanto a remissao da diabetes apdés BGA ocorre geralmente semanas a meses depois
da cirurgia, compativel com um aumento da sensibilidade a insulina associada a perda de
peso, apés o BGRY e a DB a melhoria e remissdo da diabetes ocorre quase
imediatamente apds a cirurgia, muito antes de se verificar uma perda de peso
significativa (52). O recurso a variagdes a técnica classica do BGRY, com a utilizagio de
uma ansa biliopancreatica mais longa do que no BGRY classico (200 cm vs. 70 cm),
demonstrou taxas de remissdo da diabetes superiores aos previamente descritos (53).
Estes dados fizeram com que se colocasse em causa a existéncia de mecanismos
alternativos que justificassem esta remissao (54). Uma das explicacdes possiveis para os
efeitos da cirurgia bariatrica na homeostasia da glucose é a alteracdo da anatomia
gastrointestinal através da criagdo de vias alternativas para os nutrientes ingeridos e a
sua chegada precoce ao intestino distal, com a consequente hiperestimulagdo das
células L, e aumento do GLP-1, péptido YY e oxintomodulina (47). Estes péptidos
anorexigénicos e antidiabéticos participariam do fendémeno de ileal break, estando
implicados na redugédo da motilidade gastrointestinal superior € da ingestdao alimentar. A
esta hipbtese explicativa tem-se atribuido a designacao de “hipétese do intestino distal”

(50). Tendo em conta que a excluséo cirdrgica do intestino delgado proximal do transito
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intestinal € uma carateristica comum aos procedimentos bariatricos com maior
percentagem de remissdo da diabetes, nomeadamente o BGRY e a DB, foi colocada
outra hip6tese alternativa para justificar a melhoria da diabetes. Nomeadamente, foi
colocada a possibilidade de a exclusdo do duodeno e do jejuno proximal do transito
alimentar intestinal, prevenir a secrecdo de um suposto fator anti-incretina que
promovesse a resisténcia a insulina e o desenvolvimento da diabetes (55, 56). Um estudo
recente derivado da criacdo e aplicacdo de uma manga endoluminal, onde o trato
proximal é seletivamente excluido da passagem alimentar até ao jejuno (mimetizando
assim uma cirurgia do tipo BGRY) demonstrou uma redugdo no peso corporal, no
consumo calérico diario e melhoria do estado glicémico em jejum e tolerancia a glucose
sem evidéncia de malabsor¢cdo (57). Perante esta hipétese de envolvimento dos
componentes proximais atribui-se frequentemente o termo de “hip6tese do intestino
proximal” (50). Apesar de parecer contraditoria a producao de fatores antagonicos pelo
intestino proximal, alguns autores tém referido que o suposto efeito anti-incretina possa
existir como mecanismo contra-regulador de forma a prevenir episédios de hipoglicemia
induzidos pelo efeito incretina (58). Estes componentes contribuem em conjunto para um
balanco conjugado que permite excursées de glucose sanguinea normais sendo que
modificagdes deste equilibrio através da exclusédo do intestino proximal, por exemplo, por
procedimentos bariatricos, poderia hipoteticamente estar na origem de situacdes de
hiperinsulinemia, hipoglicemia e algumas complicagbes raras do BGRY como a
nesidioblastose (59).

Tendo em conta o papel das incretinas no metabolismo da glucose e na melhoria ou
remissdo da diabetes apds a realizacdo de algumas técnicas de cirurgia bariatrica,
importa conhecer a distribuicdo detalhada das células produtoras de GLP-1 e GIP no
intestino delgado de modo a propor otimizagbes das técnicas cirlrgicas, de forma a
melhorar os resultados metabdlicos das mesmas sem o risco de induzir malabsorgcao
excessiva. Estudos realizados até a data com recurso a intestino de outros animais e
bidpsias cirdrgicas de intestino delgado de humanos e através da utilizagcao de técnicas
de imunohistoquimica demonstraram que as células L produtoras de GLP-1 se
localizavam principalmente no ileo e célon (60), enquanto as células K produtoras de GIP
se localizavam principalmente no duodeno (11). Estudos mais recentes identificaram no
entanto uma populacao de células L/K capaz de secretar ambos GIP e GLP-1 (10, 61).
No entanto, a pesquisa sistematica da distribuicao relativa das células neuroendécrinas
produtoras de GLP-1 e GIP ao longo do intestino delgado humano é desconhecida.

O principal objetivo deste estudo consiste em avaliar detalhadamente a quantidade e
distribuicao relativa das células neuroenddécrinas produtoras de GLP-1 e GIP ao longo do

intestino delgado, assim como a sua correlagdo com os dados antropométricos, em
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particular o comprimento do intestino delgado, o IMC e o sexo. Os dados resultantes
deste estudo poderéo contribuir para explicar os potenciais mecanismos de remissao da
diabetes associados a cirurgia ou mesmo propor alteragdes as técnicas atualmente

realizadas com o objetivo de melhorar os seus resultados.
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PROBLEMAS

O comprimento, distribuicdo e proporcao relativa das células neuroendécrinas
produtoras de GLP-1 e GIP no jejuno-ileo sdo atualmente desconhecidos e poderao ter
implicagGes praticas na clinica médica e cirurgica, em particular no dominio da cirurgia da

obesidade e da remissao da diabetes.

HIPOTESES DE TRABALHO

Verificar possivel correlagdo entre a quantidade e distribuicdo relativa de células
neuroenddcrinas com o comprimento do intestino delgado, IMC e o sexo.

OBJETIVOS DO ESTUDO

O principal objetivo deste estudo consiste em avaliar sistematicamente a quantidade
e distribuicao relativa das células neuroendécrinas produtoras de GLP-1 e GIP ao longo
do intestino delgado, assim como a sua correlagdo com os dados antropométricos, em

particular o comprimento do intestino delgado, o IMC e o sexo.

INTERVENIENTES

Instituicoes, Departamentos e Servicos

Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto (ICBAS-
UP), Departamento de Anatomia

Instituo Nacional de Medicina Legal (INML) — Delegacao Norte, Departamento de
Patologia Forense

Equipa de Investigacao

Constituicao:
Aluno:
Tiago Guedes: Aluno da Disciplina de Iniciagdo a Investigacdo Clinica (DIIC) do
Curso de Mestrado Integrado em Medicina (MIM) do ICBAS/UP
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Orientador do projeto:
Mariana Monteiro, MD, PhD, Endocrinologista, Professora Associada de Anatomia

Humana, Departamento de Anatomia, ICBAS-UP. Regente de Anatomia
Sistematica Il.

Supervisor da DIIC:

Margarida Lima: MD, PhD, Imunohemoterapeuta, Assistente Hospitalar Graduada,
SHC do HSA/CHP; Professora Auxiliar Convidada do ICBAS-UP. Regente da
DIIC.

Outros investigadores:

Agostinho Santos, MD, PhD, Professor Auxiliar Convidado, Faculdade de

Medicina da Universidade do Porto.

Madalena Costa, Técnica de Anatomia Patolégica Citolégica e Tanatoldgica,
Departamento de Anatomia, ICBAS-UP

Ana Pinto, Técnica Profissional, Departamento de Anatomia, ICBAS-UP

Funcoes e Responsabilidades:

A concecdo e elaboracdo da proposta e a execugcdo do projeto sdo da
responsabilidade do Aluno;

Os Orientadores acompanharao o aluno na elaboragao de proposta, na execugéao do
projeto e na andlise e interpretacdo dos resultados;

A Regente da DIIC supervisionara todas as fases do projeto, desde a sua concecao
até a apresentacao dos resultados, passando pela sua execucao e analise/interpretacao
dos dados;

Os restantes investigadores colaborardo em aspectos especificos do projeto,

conforme especificado adiante.

Tempo dedicado ao projeto:

Nome e apelido | Funcéao % Tempo de dedicado | Nede Pessoas
ao projeto meses * Més

Tiago Guedes Aluno 10 22 2,20
Mariana Monteiro Orientador 2,5 22 0,55
Margarida Lima Supervisor 2,5 22 0,55
Agostinho Santos Supervisor 2,5 22 0,55
Madalena Costa Técnica 2,5 22 0,55
Ana Pinto Técnica 2,5 22 0,55
Total 4,95
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Condicoes e motivacdes para a realizacéo do estudo:
O estudo proposto sera realizado com uma equipa experiente no ambito da

investigacao laboratorial nomeadamente na area da endocrinologia e controlo do apetite,

sob a orientagcao da Prof. Doutora Mariana Monteiro.

METODOLOGIA

Desenho do estudo

Tipo de estudo:
Estudo unicéntrico, transversal, observacional, de caracter laboratorial.

Fases do estudo

O estudo sera desenvolvido em quatro fases:

Colheita de amostras de intestino delgado juntamente com dados demograficos e
antropométricos durante autépsias médico-legais.

Processamento das amostras de acordo com os métodos de rotina para avaliacao
por microscopia optica e ainda através do recurso a técnicas de imunohistoquimica.

Analise microscopica das pecas quanto a sua histomorfologia de jejuno-ileo bem
como quanto a distribuicdo e quantidade das células neuroenddcrinas, em particular, as
produtoras de GLP-1 e GIP.

Tratamento estatistico dos dados recolhidos

Universo, populacdao e amostra

Universo:

Cadaveres de individuos adultos.
Populagao:

Cadaveres de individuos adultos recebidos no INML, Delegagao Norte.
Amostra:

Amostras de intestino delgado, em amostragens de 20 em 20 cm.

Seleccdo dos participantes

Critérios de inclusao:
Todos os cadaveres com mais de 18 anos de idade, sem patologia crénica
conhecida (doenga hepatica ou oncolégica).
Critérios de exclusao:
18



Sinais de putrefagdao major do intestino delgado.

Plano de trabalho
Tarefas associadas ao projeto:

Colheita de amostras biolégicas de intestino delgado em autépsias médico-legais

Processamento das amostras e preparagao para analise histoldgica

Analise histologica
Tratamento de dados

Lista de tarefas

Durante a execugao do projeto estao previstas as seguintes tarefas:

Ne Designacio da tarefa Data de inicio Data de conclusao
da tarefa gnhac (dia/més/ano) (dia/més/ano)
#1 Colheita de amostras Outubro 2011 Junho 2012
Processamento das
#2 amostras Outubro 2011 Junho 2012
#3 Andlise Histolégica Setembro 2012 Outubro 2012
#4 Tratamento de dados Outubro 2012 Outubro 2012
Descricao das tarefas
Tarefa 1: Colheita de amostras.
Duracéo: 8 meses
Data prevista para o inicio: 10.10.2011
Data prevista para a conclusao: 29.06.2012

Instituigdes, Departamentos e Servigos:

INML, Delegagédo do Norte, Departamento de
Patologia Forense

Objetivos e descrigao:

Colheita de amostras de intestino delgado
humano.

Investigadores envolvidos, funcoes e
responsabilidades

Tiago Guedes, Agostinho Santos: Colheita de
material biolégico.

Tarefa 2: Processamento Amostra

Duracéo 8 meses
Data prevista para o inicio: 11.10.2011
Data prevista para a conclusao: 30.06.2012

Instituicbes, Departamentos e Servicos:

ICBAS, Departamento de Anatomia

Objetivos e descrigao:

Preparagao das amostras para anadlise histoldgica
por microscopia Optica: Inclusao em parafina,
Coloragdo com Hematoxilina-Eosina (H&E).
Coloragdo imunocitoquimica. Construgao de
TissueMicroarray.

Investigadores  envolvidos, fungdes
responsabilidades:

Madalena Costa, Ana Pinto: Execucdo das
técnicas mencionadas.

Tarefa 3: Analise Histoldgica

Duragéo: 1 més
Data prevista para o inicio: Setembro 2012
Data prevista para a conclusao: Outubro 2012

Instituicdes, Departamentos e Servicos:

ICBAS, Departamento de Anatomia

Objetivos e descrigao:

Estudos morfométricos
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Investigadores envolvidos, funcdes e Tiago Guedes, Madalena Costa, Ana Pinto:
responsabilidades: Execucao dos estudos morfométricos.
Tarefa 4: Tratamento de dados.
Duragao: 1 més

Data prevista para o inicio: Qutubro 2012

Data prevista para a conclusao: Qutubro 2012
Instituicdes, Departamentos e Servigos: ICBAS, Departamento de Anatomia
Objetivos e descrigio: Tratamento estatistico dos dados obtidos na

Tarefale3

Investigadores envolvidos, funcoes e Tiago Guedes, Mariana Monteiro:
responsabilidades: Tratamento estatistico dos dados

Material e Métodos

Cadaveres e Colheita da Amostra

Serdo utilizados unicamente cadaveres com mais de 18 anos de idade, sem
patologia crénica conhecida (doenga hepatica ou oncoldgica) e sem sinais de putrefacao
major do intestino delgado ao momento da autépsia.

Apéds a exposicao intestinal sera efetuado o reconhecimento do ligamento de Treitz e
removido o intestino delgado em fita desde a valvula ileo-cecal até ao ligamento de
Treitz. Serao efetuadas duas medigdes do intestino delgado com uma régua graduada ao
milimetro de 10 cm. Na altura da segunda medicao o intestino delgado sera amostrado
em todo o seu didmetro, de 20 em 20 cm, com a primeira amostra correspondendo ao
local de reconhecimento do ligamento de Treitz e a Ultima a amostra mais préxima
possivel da valvula ileo-cecal. Os fragmentos recolhidos serao colocados em solugdes de
formol tamponado e enviados para o laboratério. Serdo unicamente registados,
relativamente ao cadaver, a data da colheita, numero da autépsia, sexo, idade, estatura,
peso e o comprimento obtido desde o ligamento de Treitz até a valvula ileo-cecal.

Preparacao do Tecido

Os fragmentos de intestino delgado colhidos serdo mantidos em solugéo de formol
tamponado durante 24h. Seguidamente serao realizados cortes transversais com cerca
de 0.3 cm em largura resultando em fragmentos para posteriormente incluir em parafina.

De cada bloco de parafina sera obtida uma lamina corada com H&E para o
reconhecimento do local histolégico de interesse. Desse local sera removido um cilindro
de tecido (com didmetro aproximado de 0.6-2.0mm) que sera colocado num bloco recetor
para a construcdo de um Tissue microarray (TMA). O processo repetir-se-a para os
outros blocos dadores construindo-se assim num bloco recetor uma matriz conjunta de
cilindros de tecidos. O bloco recetor sera subsequentemente cortado e analisado por

imunohistogquimica.
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Imunohistoquimica

Através de corte do bloco de TMA serao produzidas secgbes de 4 um de espessura.
As laminas obtidas serdao incubadas em peroxido de hidrogénio para eliminacdo da
atividade da peroxidase end6gena, seguido da incubacdo sequencial com anticorpos
primarios (anti-GLP1, anti-GIP, anti-cromogranina, anti-sinptofisina), secundarios,
conjugados peroxidase-streptavidina e substrato cromogéneo com producdo final de

produtos colorimétricos que serao analisados de forma morfométrica.

Analise Morfométrica

As laminas histolégicas serdo observadas com recurso ao microscopio 6ptico com
camara fotografica digital acoplada e ligada a um computador. Cada fotografia sera
submetida a analise de contagem de pixéis através de software préprio.

Analise de dados

Os dados colhidos na altura da autépsia séao a idade, sexo, comprimento do intestino
delgado e indice de massa corporal.

Serdo apresentadas medidas de tendéncia central como a média e medidas de
dispersao ou variagdo como o desvio padrédo e o erro padrao da média.

Calendarizacdo
Duragéo
Global: 22 meses
Datas de inicio e conclusao:
Global: Setembro de 2011 a Julho de 2013
Planeamento: Setembro de 2011 a Julho de 2012
Execucgao: Outubro de 2011* a Outubro de 2012
* A colheita de amostras de cadaveres foi iniciada no INML, Delegagdo do Norte,

apoés as autorizagdes necessarias.

Cronograma global das atividades:

ANO LECTIVO 2011/2012 ANO LECTIVO 2012/2013
Més 9|0 |1]2 |1 |23 |4|5|6]7]8]9]|0]1]2]1]2]8]4]5
Escolha da area X
Integracéo na equipa X
Escolha do tema e do
assunto X
Identificagdo dos
problemas X
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Formulacédo das questbes X

Delineamento das

hipéteses X
Defini¢ao dos objetivos X
Reviséo bibliografica x | x
Concegéo do estudo x| x| x| x

Redagao da proposta

Submissao da proposta X | x

Apresentagdo da proposta X | x

Execugao do projeto xIxIxIxIx!Ix!Ix!|x!x

Analise dos resultados X | x

resultados

Apresentagao dos

MIM

Prova de dissertagédo do

INDICADORES DE PRODUGAO

Comunicacdes orais e posters

Apresentacao oral dos resultados no Xl European Joint Congress of Clinical
Anatomy (Junho de 2013)

Apresentacao oral dos resultados nas JIIC (Junho 2013)

Apresentacéo oral dos resultados em reunido de departamento, Departamento de
Anatomia, ICBAS-UP (Junho de 2013)

Apresentacao oral da proposta nas JIIC (Junho de 2012)

Apresentacdo oral da proposta em reunido de departamento, Departamento

Anatomia, ICBAS-UP (Margo 2012)

Trabalhos escritos

Proposta de projeto de investigacao (Maio de 2012)

Dissertacdo de MIM (Julho de 2013)

Artigo para publicacdo em revista médica nacional ou internacional com
arbitragem cientifica (2013)
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PROPOSTA DO PROJETO DE INVESTIGAGAO
QUESTOES ETICAS
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Foi pesquisado para todos os cadaveres o estado de inscricdo no Registo Nacional
de N&o Dadores.

Foram obtidas todas as autorizagdes no Instituto Nacional de Medicina Legal para o
procedimento das colheitas em cadaveres.

Todas as amostras e dados recolhidos durante a autopsia médico-legal sao
anonimizados, estando apenas associados ao niumero de autopsia.

As amostras de intestino delgado serdo armazenadas no Departamento de Anatomia
do ICBAS-UP.

No estudo nao participam doentes nem profissionais do CHP.
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PROPOSTA DO PROJETO DE INVESTIGACAO
PLANO FINANCEIRO
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ORCAMENTO

Nao serdo efetuadas consultas, internamentos, exames complementares de

diagnéstico no CHP, especificamente no ambito do projeto.

Custo estimado (€)
Reagentes e material consumivel de laboratério 3649.81
*ver tabela seguinte ’
Impressao de poster para apresentacao de resultados 50,00
Inscricao aluno em congresso médico 200,00
Organizacao das Jornadas de Iniciacdo a Investigacdo Clinica 50,00
TOTAL €3.949,81
Reagentes e material consumivel
o
O © - (2]
2 S 2 S o 3 €< |@g <
© I c c = © -~ > - >
=2 = o @ 5 2 |8 ¢ |8 g
= 3 ] © o x| 3 53 2 3
i 8 & & g g
o
_AcANt- | A cam Ab53166 | 370,00 | 2 | 740,00
Sinaptofisina
Ac Anti-
CromograninaA Abcam Ab17064 360,00 1 360,00
Ac Anti-
GLP1 Abcam Ab22625 370,00 1 370,00
Ac Anti-GIP Abcam Ab30679 360,00 1 360,00
© KitABC | BaPlista | pygi00 | 55000 | 1 | 550,00
o0 Marques
e Reagente
‘= DAB (3,3- Dako K3468 220,00 1 220,00
=2 . .
o diaminobenzidina)
o Polisorbato
E 20 (Tween20) SIGMA P1379-500ml 42,30 1 42,30 3649.81
: = Hl
o Solugéo . )
g tampao PBS Gibco 70011-051 356,35 1 356,35
£ peroxidode | ook | 1.07210.0250 | 27.95 | 1 | 27.95
Hidrogénio
Soro Coelho Dako X0902 109,36 1 109,36
Soro Porco Dako X0901 77,00 2 77,00
Caneta
Hidrofébica Dako 52002 158,75 1 158,75
(Dako Pen)
Pontas de
pipeta Gilson D10 22,50 1 22,50
automatica

26



Pontas de pipeta | 5, D200 18,00 | 1 | 18,00
automatica
Pontas de pipeta | 5 D1000 18,00 | 1 18,00
automatica
Laminas VWR 2,00 24 48,00
Laminas
Histoboumd VWR 2620 | 5 | 131,00
Lamelas VWR 3,80 12 45,60

Estimativa das quantidades tendo em conta: Sdo esperadas colheitas de 30

cadaveres; Esperadas 240 laminas de TMA (cada uma comporta 20 amostras; 1

conjunto de 60 laminas para cada anticorpo).

Custos efetivos para a realizagao de trabalho:

Reagentes e matetrial consumivel

Preco
Preco Ne (€) Total (€)
unitario | unidade Sem
Finalidade Designacao Fabricante Referéncia (€) ] IVA Sem IVA
Ac Anti-Sinaptofisina Abcam Ab53166 370 2 740
Ac Anti-CromograninaA Abcam Ab17064 360 1 360
Ac Anti- GLP1 Abcam Ab22625 370 1 370
Ac Anti-GIP Abcam Ab30679 360 1 360
Ac Anti-Sinaptofisina
(pronto a usar) Menarini PA0299 135 2 270
Novolink polymer kit Menarini | RE7150-k 665 1 665
A2153-
BSA Sigma 100G | 3665 | 1 | 3665
1.060.121.0
Metanol VWR 00 41,6 3 124,8
Baptista
5 Kit ABC Marques PK 6100 550 1 550
= Reagente DAB(3,3-
g diaminobenzidina) Dako K3468 220 ! 220
g 1.002.441.0
Z Acido citrico VWR 00 2 1 T 12 | oeves
S P1379- ’
S Polisorbato 20 (Tween20) | SIGMA 500ml 42,3 1 42,3
£ Solucéo tampéao PBS Gibco [ 70011-051 | 356,35 1 356,35
1.072.100.2
Perdxido de Hidrogénio Merck 50 27,95 1 27,95
Soro Coelho Dako X0902 109,36 1 109,36
Soro Porco Dako X0901 77 2 77
Caneta Hidrofobica (Dako
Pen) Dako 52002 153,75 1 153,75
Pontas de pipeta
automatica Gilson D10 22,5 1 22,5
Pontas de pipeta
automatica Gilson D200 18 1 18
Pontas de pipeta
automatica Gilson D1000 18 1 18
Laminas VWR 2 12 24
Laminas Super frost VWR 631-9483 22,3 15 334,5
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Lamelas VWR 3,8 6 22,8
Eosina alcoolica VWR 6766008 115 1 115

w 105175250
T Hematoxilina VWR 0 124 1 124
Laminas VWR 2 12 24
Lamelas VWR 3,8 6 22,8

o0 108661919
ﬁg g Xilol (190L) VWR 0 3570 1 3570
§ ‘q:: é Formol (25L) VWR 361368M 156 6 936
a*EG Alcool AGA 99% - 1L AGA 3,96 150 594

FINANCIAMENTO

Nao ha despesas para o CHP.

O estudo sera financiado por:

a) Verbas da Unidade Multidisciplinar de Investigagcdo Biomédica (UMIB) e no ambito
do projeto de investigagcdo do qual a Prof. Doutora Mariana Monteiro é investigadora
principal.

b) Bolsa do ICBAS atribuida aos alunos da DIIC — 300,00 €
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GLOSSARIO
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ABREVIATURAS, SIGLAS E ACRONIMOS

BGA, Banda gastrica ajustavel

BGRY, Bypass gastrico em Y-de-Roux

CHP, Centro Hospitalar do Porto

DB, Derivacao biliopancreatica

DIIC, Disciplina de Iniciagao a Investigacao Clinica.

DPP-IV, Dipeptidil-peptidase IV

GIP, Péptido insulinotrépico dependente da glucose ou péptido inibitério
gastrico (Gastric inhibitory peptide)

GLP-1, Péptido semelhante ao glucagon tipo 1 (Glucagon-like peptide-1)

GLP-2, Péptido semelhante ao glucagon, tipo 2 (Glucagon-like peptide-2)

HSA, Hospital de Santo Anténio

ICBAS, Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar

IHQ, Imunohistoquimica

IMC, indice de Massa Corporal

INML, Instituto Nacional de Medicina Legal

JIIC, Jornadas de Iniciacédo a Investigacao Clinica

MIM, Mestrado Integrado em Medicina

PBS, Saline Buffered Phosphate

PBS-T, Saline Buffered Phosphate com Tween 20 a 0,05%

SHC, Servi¢co de Hematologia Clinica

TMA, Tissue microarray

UP, Universidade do Porto

%AM, Percentagem de drea marcada
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RELATORIO DE EXECUCAO
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METODOS

Segue-se uma explicagcdo mais detalhada e atualizada da metodologia usada no
trabalho de investigacao, relativamente a proposta apresentada.

Colheita das amostras bioldgicas

De acordo com o Protocolo estabelecido entre Instituto Nacional de Medicina Legal e
ICBAS- Departamento Anatomia, ao abrigo do disposto no artigo 32, n® 3, do Decreto —
Lei n® 274/99, de 22 de Julho, foram recolhidos fragmentos do intestino delgado de 30
cadaveres, de figado e de pancreas. Os critérios de inclusdo foram a idade superior a 18
anos, auséncia de patologias crénicas (oncologicas ou hepaticas) conhecidas e auséncia
de evidentes sinais de putrefacdo major do intestino delgado aquando a autépsia.
Durante a realizagao da autépsia o intestino delgado foi removido em fita, desde a valvula
ileo-cecal até ao ligamento de Treitz. Apds a remocgdo do intestino procedeu-se a
medigao e recolha de fragmentos do intestino delgado de 20 em 20 cm. Foram registados
dados relativos a data de colheita, nUmero da autdpsia, sexo, idade, altura, peso e o
comprimento do intestino delgado (desde o ligamento de Treitz até a valvula ileo-cecal).

Processamento das amostras

As amostras foram colocadas em formaldeido tamponado 4% (Panreac®) durante 24
horas, e processadas no laboratério do Departamento de Anatomia do ICBAS. Os 821
fragmentos de intestino delgado foram processados num processador automatico
(Shandon, Citadel 2000 overnight). Na inclusdo (aparelho de inclusdo Shandon-
Histocentre), as amostras foram orientadas para que todas as camadas do intestino
delgado estivessem representadas. Dos blocos de parafina efetuaram-se cortes
(Micré6tomo Minot Leica®- RM2125RT) com 3 pym de espessura. Posteriormente foi
realizada a coloragdo de Hematoxilina-Eosina (H&E) em todas as laminas.

Técnica de Tissue microarrays (TMA'S)

Procedeu-se a procura e marcagdo da mucosa intestinal nas laminas de H&E e a
criagdo de mapas sequenciais dos fragmentos representativos de todas as amostras de
intestino de cada cadaver. Para a realizacdo dos TMA’s foi utilizado o Kit (Labvision
Corporation), constituido por: um molde metalico utilizado para a constru¢do do bloco de
parafina (bloco recetor) com 24 x 2,0 mm e um instrumento usado para extrair um cilindro
de tecido do bloco dador. Para a construgdo dos TMA’s procedeu-se a realizagdo dos
blocos recetores utilizando molde metalico. De seguida realizou-se a transferéncia do
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cilindro de mucosa intestinal (area previamente selecionada na lamina) para o bloco
recetor (de acordo com os mapas criados). Apds a realizagdo dos TMA’s, os blocos
foram homogeneizados na estufa a 60°C, seguido de um periodo de 24 horas na estufa a
37°C. Apds 24 horas os blocos de TMA’s foram colocados no frigorifico, envolvidos em
parafiime. Os cortes histol6gicos foram realizados com a espessura de 3 ym em laminas
Superfrost (Thermo Scientific), seguindo os mapas, e colocadas posteriormente na estufa
a 37°C, até a execucgao da técnica IHQ.

Técnica de Imunohistoquimica (IHQ)

Para a detecéo por IHQ dos produtos de secregao das células K e L, respetivamente
GIP e GLP-1, foram utilizados os anticorpos especificos: anti-GIP (Abcam-ab30679), anti-
GLP-1 (Abcam — ab22625). Para a identificacdo global de células neuroenddécrinas foram
utiizados os anticorpos especificos anti-cromogranina A (Abcam-ab17064) e anti-
sinaptofisina (Leica; RTU-SYNAP299).

Em todos os blocos de TMA foram utilizados controlos negativos e positivos, sendo
utiizado o tecido hepatico como controlo negativo e tecido pancreatico (porcao
enddcrina) como controlo positivo.

As laminas foram desparafinadas e hidratadas. A recuperagdo antigénica para os
anticorpos GIP e GLP-1, foi realizada no micro-ondas a 900W em tampéo citrato 10mM
(pH 6,0) com Tween 20 a 0,05% (20 minutos apds a fervedura); para os anticorpos
sinaptofisina e cromogranina A, a recuperacao antigénica, foi realizada na panela de
pressao em solugao tampao citrato 10mM (pH 6,0) com Tween 20 a 0,05% (3 minutos
apds o inicio da fervedura). Apds arrefecimento, foram realizadas duas lavagens em
Saline Buffered Phosphate (PBS) com Tween 20 a 0,05% (PBS-T) (5 minutos). O
bloqueio da peroxidase endégena foi realizado com peréxido de hidrogénio (Merck;
1.07210.0250) a 3% em metanol (20 minutos), seguido de lavagens em PBS-T (2x 5
minutos). Toda a IHQ foi realizada na Sequenza rack em Coverplates (TermoShandon).
O bloqueio de reacgbes inespecificas para o anticorpo GIP foi utilizado o soro de coelho
(DakoDenmark, 1:5 em Albumina sérica bovina (BSA) a 10% (30 minutos); para o
anticorpo cromogranina A foi utilizado o soro de suino (DakoDenmark; 1:5 em BSA a
10%) (30 minutos); para o anticorpo GLP-1 e sinaptofisina foi utilizado uma solugéo
comercial (Leica-novocastra™, proteinblock, pronto a usar) (5 minutos), seguidos de
lavagens com a solugdo tampao PBS-T (2x5 minutos). Seguidamente foi realizada a
incubacdo com os respetivos anticorpos primarios: anti-GLP-1 (Abcam-ab22625;
policlonal; espécie coelho; diluicdo 1:4000 em BSA a 5%), anti-GIP (Abcam-ab30679;
monoclonal; espécie ratinho; diluicdo 1:100 em BSA a 5%), anti-cromogranina A (Abcam
ab17064;policlonal; espécie coelho; diluicdo 1:100 em BSA a 5%) e anti-sinaptofisina
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(Leica; RTU-SYNAP-299; monoclonal; ratinho; pronto a usar), durante a noite, a 4°C.
Apos as lavagens com PBS-T (2x 5minutos), foi utilizado o anticorpo secundario
biotinilado para o anti-cromogranina A (DakoDenmark; EO35301-2;policlonal; espécie de
porco anti-coelho; diluicdo 1: 200 em BSA a 5%) e para o anti-GIP (DakoDenmark;
EO35401-2; policlonal; espécie coelho anti-ratinho;diluicdo1:200 em BSA a 5%) (30
minutos). Para os anti-GLP-1 e anti-sinaptofisina foi utilizada uma solugdo comercial ap6s
o anticorpo primario (Leica-novocastra™postprimary, pronto a usar) (30 minutos). Apds
as lavagens com PBS-T (2x5 minutos), para o anti-cromogranina A e anti-GIP foi utilizado
o complexo avidina-biotina (ABC) (VectorLaboratories; diluicdo 1:100 em BSA a 5%) (30
minutos); para anti-GLP-1 e anti-sinaptofisina foi utilizado o polimero da Leica-
novocastra®, pronto a usar (30 minutos), as incubagdes foram a temperatura ambiente.
Apos as lavagens com PBS-T (2x5 minutos) foi utilizado o cromogénio Diaminobenzidina
(3,3’- DAB) (Dako) (2 minutos). Seguido da contrastagéo nuclear com a hematoxilina de
Harris (30 segundos), seguindo-se a lavagem em agua corrente (15 minutos). Apds a
desidratacdo e diafanizagdo, procedeu-se a montagem manual das laminas utilizando
como meio de montagem - Entellan, para posterior analise ao microscopico 6tico (Zeiss;
West Germany).

Processamento e analise dos resultados

Foram tiradas fotografias da mucosa intestinal utilizando a camara (Leica; DFC290)
acoplada ao microscépio 6tico (Zeiss; West Germany), numa ampliacdo de 200x,
utilizando o software de aquisicao de imagens (Leica Qwin V3). As imagens foram
processadas e analisadas segundo o software de processamento de imagens Imaged
Java Script. Este € um software em formato Java desenvolvido pelo U. S. National

Institutes of Health (NIH) e pode ser obtido em http:/rsb.info.nih.gov/ij/download.html.

Este programa permite a quantificacdo da percentagem de area marcada (pela técnica
IHQ), retirando fatores como a subjectividade intra-observador ou inter-observadores.
Assim pretende-se estabelecer, apds a andlise da percentagem de area marcada, uma
razao entre a percentagem de marcacdo de células L/células K (detetadas pelos
anticorpos anti-GIP e anti-GLP-1) e a percentagem de marcacdo das células

neuroendécrinas (marcadas pelos anticorpos anti-sinaptofisina e anticromogranina A).

Andlise estatistica

Procedeu-se a analise descritiva da amostra com obtencdo de medidas de tendéncia
central (média) e erro padrao associado relativamente ao sexo, comprimento do intestino
delgado e indice de massa corporal. A analise estatistica para a comparacdo dos

diferentes grupos foi realizada utilizando o teste de Kruskal-Wallis, seguido de um teste
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pos-hoc de Dunns. Quando a comparacdo envolvia dois grupos independentes foi
utilizado um teste Mann—Whitney U. Para verificar se existia a interacdo entre 2 fatores,
foi usado um teste ANOVA multifatorial. A significancia estatistica foi assumida
para p<0,05 para todos os testes. Os dados foram analisados com recurso ao software
Graphpad Prism 5.04 e IBM SPSS Statistics 21.0.
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RESULTADOS

As amostras de intestino delgado aqui estudadas foram provenientes de cadaveres
de adultos (n=30), dos quais 57% (n=17) eram de individuos do sexo masculino € 43%
(n=13) eram do sexo feminino, com uma média de idade de 64,97 + 3,51 anos e IMC
médio de 25,80 + 3,94 kg/m? e com a seguinte distribuicdo: 40% de individuos
normoponderais (IMC < 25 kg/m? n=12), 50% com excesso ponderal (IMC = 25 e < 30
kg/m?; n= 15) e 10% de individuos obesos (IMC > 30 kg/m?; n=3) (Tabela 1). No foram
encontradas diferengas ou correlagdes entre o comprimento do intestino delgado, indice
de massa corporal, sexo e idade.

Tabela 1. Carateristicas demograficas e antropométricas da
amostra estudada.

Carateristicas Médiaz Erro
Padrao da Média

Idade (anos) 64,97 + 3,51

Homens / Mulheres 17:13
(56,70%:43,30%)

Peso Corporal (kg) 67,50 £2,18

Total 25,80 +0,72

Homens 26,04 £ 1,38

(kyr(r:]Z) Mulheres 25,53 +0,75
Normoponderais* 12 (40%)
Excesso Ponderal* 15 (60%)
Obesidade* 3 (10%)

Comprimento do Intestino (cms) 533,43 £ 18,11

N° Fragmentos Recolhidos 27,37 £ 0,90

* Normoponderal — IMC < 25 kg/m?; Excesso Ponderal — IMC = 25
kg/m? e < 30 kg/m? ; Obesidade — IMC 2 30 kg/m?;

A presenca de células neuroendécrinas e de células imunoreativas para as
hormonas incretinas, GLP-1 e GIP, ao longo do intestino delgado do cadaver humano foi
avaliada por técnicas de IHQ utilizando anticorpos especificos anti-cromogranina A, anti-
GLP-1 e anti-GIP, respetivamente (Figura 1, 2, 3 e 4). A percentagem de area marcada
(%AM) foi quantificada com recurso ao soffware ImagedJ. Como marcadores
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neuroendécrinos inespecificos foram utilizados os marcadores cromogranina A e
sinaptofisina, dos quais apenas foi utilizado para o estudo morfométrico o marcador
cromogranina A, uma vez que os resultados da marcagdo com a sinaptofisina apés
otimizagdo da técnica de IHQ ndo se revelaram satisfatérios, por persistir marcagéo de

fundo inespecifica.

X ol X R A e RS
Figura 1. Imagem da coloragdo com Figura 2. Imagem da técnica de
Hematoxilina-eosina. A- Mucosa de intestino ~ imunohistoquimica para o anticorpo anti-
delgado; B- Figado; C- Pancreas. Cromogranina A. A- Mucosa de intestino
delgado; B- Controlo negativo (figado); C-
Controlo positivo  (pancreas). Ampliagao
200x.

Figura 3. Imagem da técnica de Figura 4. Imagem da técnica de
imunohistoquimica para o anticorpo anti- imunohistoquimica para o anticorpo anti-GIP.

GLP-1. A- Mucosa de intestino delgado B-  A- Mucosa de intestino delgado B- Controlo
Controlo negativo (figado); C- Controlo negativo (figado); C- Controlo positivo 37
positivo (pancreas). Ampliagdo 200x. (pancreas). Ampliagao 200x.



A média da %AM foi analisada nos diferentes fragmentos de intestino delgado
colhidos de 20 em 20 cm e, os resultados foram posteriormente, agrupados de 100 em
100 cm; e divididos em dois grupos: dos 0 aos 200 cm e dos 201 aos 700 cm, e ainda
agregados e divididos em trés grupos: dos 0 aos 80 cm, dos 81 aos 200 cm e dos 201
aos 700 cm, tendo os intervalos sido escolhidos em fungdo das medidas de comprimento
utilizadas na pratica cirargica do bypass gastrico, na qual o bypass em Y-de-Roux
classico e o bypass gastrico metabdlico com ansa longa incluem a criagdo de uma ansa
biliopancreatica de 70 cm ou 200 cm, respetivamente.

A analise da média da %AM para a cromogranina A nao apresentou diferencas
estatisticamente significativas (p> 0,05) ao longo das amostras de intestino delgado
(Grafico 1A), assim como nao revelou qualquer predominancia de marcagcdo em
localizagao proximal ou distal, quando comparados os diferentes grupos (Grafico 1B, 1C
e 1D).
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Grafico 1. Percentagem de area marcada para a Cromogranina A. 1A- Andlise dos dados para os
diferentes segmentos de intestino delgado de 20 em 20 cm. 1B- Dados agrupados de 100 em100 cm.
1C — Dados agrupados: dos 0 aos 80 cm, dos 81 aos 200 cm e dos 201 aos 700 cm. 1D- Dados
agrupados: dos 0 aos 200 cm e dos 201 aos 700 cm.
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Comparativamente a analise da %AM para o GLP-1 verificou-se que a expressao do
GLP-1 aumentava de forma estatisticamente significativa (p<0,01) ao longo do intestino
delgado, e que esta é significativamente maior aos 400 cm comparando com os 40 cm
iniciais (p<0,05) (Grafico 2A). A média da %AM para o GLP-1 foi ainda significativamente
superior na regido distal do intestino delgado (201 aos 700 cm) quando comparada com a
regido proximal (0 aos 200 cm) (p<0,001) (Grafico 2B). Quando as amostras foram
agregadas e agrupadas em 3 grupos (Grafico 2C) manteve-se a diferenca significativa de
% AM entre o intestino proximal e distal, com uma média de %AM para o GLP-1
significativamente superior no grupo dos 201 a 700 cm comparativamente ao grupo dos 0
a 80 cm (p<0,001) e ao grupo dos 81 aos 200 cm (p<0,05). Quando agregadas e
agrupadas em grupos intervalados de 100 em 100 cm verificou-se que a %AM para o
GLP-1 era significativamente superior no segmento dos 401 a 500 cm (p<0,001) e no
segmento dos 301 a 400 (p<0,001) comparativamente ao segmento dos 0 aos 100 cm
(Grafico 2D).
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Grafico 2. Percentagem de &rea marcada para o GLP-1. 2A- Andlise dos dados para os diferentes
segmentos de intestino delgado de 20 em 20 cm (Kurskall-Wallis com post-hoc de Dunns *p<0,05). 2B-
Dados agrupados: dos 0 aos 200 cm e dos 201 aos 700 cm (Man-Whitney U **** p<0,0001). 2C —
Dados agrupados: dos 0 aos 80 cm, dos 81 aos 200 cm e dos 201 aos 700 cm (Kurskall-Wallis com
post-hoc de Dunns *p<0,05; *** p<0,001). 2D- Dados agrupados de 100 em 100cm (Kurskall-Wallis com
post-hoc de Dunns ***p<0,01). 39



Foi avaliada a razdo entre a média da %AM do GLP-1 e da cromogranina A,
verificando-se que a razdo era significativamente superior (p<0,001) na regido distal do
intestino delgado (201 aos 700 cm) quando comparada com a proximal (O aos 200 cm)
(Grafico 3A). A andlise desta variavel, distribuida por grupos intervalados de 100 cm,
mostrou ser significativamente menor no grupo dos 0 aos 100 cm quando comparada
com o grupo dos 401 aos 500 cm (p<0,001) e o grupo dos 301 aos 400 cm (p<0,05)
(Grafico 3B). Quando a variavel foi analisada nas amostras agrupadas em 3 grupos
(Grafico 3C) verificou-se uma razdo GLP-1/Cromogranina A significativamente maior no
grupo dos 201 a 700 cm comparativamente ao grupo dos 0 a 80 cm (p<0,001) e ao grupo
dos 81 aos 200 cm (p<0,05).
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Grafico 3. Razao entre a percentagem de area marcada para o GLP-1 e Cromogranina A. 3A — Dados
agrupados dos 0 aos 200 cm e dos 201 aos 700 cm (Mann-Whitney U ***p<0,0001). 3B- Dados
agrupados de 100 em 100 cm (Kurskall-Wallis com post-hoc de Dunns *p<0,05; ***p<0,0001). 3C-
Dados agrupados dos 0 aos 80, dos 81 aos 200 e dos 201 aos 700cm (Kurskall-Wallis com post-hoc de
Dunns *p<0,05; ***p<0,0001).
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Na andlise da média da %AM para o GIP ndo existiram diferengas estatisticamente

significativas (p>0,05) ao longo do intestino delgado (Grafico 4), bem como para a relagao

entre a %AM do GIP comparativamente a cromogranina A (Grafico 5A). Relacionando o

GIP com o GLP-1 verifica-se que existem diferencas significativas (p<0,05) sendo a

média da %AM superior na por¢do proximal (0 aos 200 cm) quando comparada com a
porcao distal (201 aos 700 cm) (Grafico 5C). Perante a analise da razao entre a média da

%AM entre o GLP-1 e o GIP, verifica-se que esta & superior no grupo dos 0 aos 80 cm

(p<0,05) comparativamente ao grupo dos 201 aos 700 cm (Grafico 5B).
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Grafico 4. Percentagem de area marcada para o GIP. 4A— Andlise dos dados para os diferentes
segmentos de intestino delgado de 20 em 20 cm. 4B- Dados agrupados de 100 em 100 cm. 4C- Dados
agrupados: dos 0 aos 80 cm, dos 81 aos 200 cm e dos 201 aos 700 cm. 4D- Dados agrupados: dos 0

aos 200 cm e dos 201 aos 700 cm.

41



GIP/Cromogranina (% Area Marcada)
o
R

GIP/GLP-1 (% Area Marcada)

N*“JM“HH[I(" |m y

0-200 201-700

(VX in o e e e s o e e e B e B e e e e
OB 0 S SSPELELPRE LS LR LL S PP S SSPL LS S Comprimento (cms)
A Comprimento (cms) C
7
64
T
£ 5
4
H
£ 4
<
B
< 3
o
-
4
o 24
o
14
0-80 81-200 201-700
B Comprimento (cms)

Grafico 5. 5A- Razao entre a percentagem de area marcada para o GIP e cromogranina A ao longo de
20 em 20 cm. 5B- Raz&o entre a percentagem de area marcada para o GIP e o GLP-1 dos 0 aos 80 cm,
dos 81 aos 200 cm e dos 201 aos 700 cm (Kurskall-Wallis com post-hoc de Dunns *p<0,05). 5C- Razao
entre a percentagem de area marcada entre o GIP e o GLP-1 dos 0 aos 200 e dos 201 aos 700 cm
(Mann-Whitney U *p<0,05).
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DiscussAo

Desde o inicio dos anos 70 é conhecido que a localizacdo de células
neuroenddcrinas produtoras de incretinas ao longo do trato gastrointestinal tem uma
distribuicao preferencial na regido proximal para as células K (produtoras de GIP) e na
regido distal para as células L (produtoras de GLP-1) (10, 11, 19). No entanto, este
conhecimento deriva de estudos realizados em bidpsias de intestino delgado obtidas no
duodeno e no ileo terminal, sendo que nao existe nenhuma referéncia na literatura
quanto a caraterizacao sistematica da distribuicdo das células neuroenddécrinas ao longo
de todo o intestino delgado humano. O presente trabalho teve como objetivo colmatar
essa lacuna e proceder a caraterizacdo da distribuicdo relativa de células
neuroendécrinas e células produtoras de incretinas ao longo de todo o jejuno-ileo
humano. O conhecimento da anatomia do sistema incretinico tem como principal
aplicagdo o contributo para melhor compreensao dos efeitos observados em doentes
submetidos a cirurgia bariatrica, apdés a modificacdo anatémica do trato gastrointestinal
associada as técnicas cirurgicas de bypass gastrico, em particular no que respeita ao
metabolismo glucidico e a melhoria do perfil metabdlico apresentado pelos doentes
diabéticos, assim como explicar potenciais diferencas na magnitude dos efeitos anti-
diabéticos de variagdes introduzidas as técnicas classicas de cirurgia bariatrica.

A média da percentagem da area marcada (AM) para o GLP-1, GIP e cromogranina
A foram por nos avaliadas sistematicamente de 20 em 20 centimetros em todo o jejuno e
ileo, e em conjuntos de fragmentos agrupados em dois grupos dos [0 aos 200 cm] e dos
[201 aos 800 cm] e ainda em trés grupos (dos [0 aos 80 cm], dos [81 aos 200 cm] e dos
[201 aos 800 cm]), de modo a refletir a métrica utilizada na pratica da clinica cirirgica da
obesidade.

A distribuicdo de células neuroendocrinas ao longo do intestino delgado que séo
imunoreativas para a cromogranina A ndo mostrou diferencas desde o ligamento de
Treitz (inicio do jejuno) até a zona de corte mais proxima da valvula ileo-cecal (final do
intestino delgado), traduzindo uma distribuicdo homogénea e constante das células
neuroenddcrinas ao longo de todo o intestino delgado.

A distribuicao das células L, imunoreativas para o GLP-1, foi superior no intestino
distal, comparativamente com o intestino proximal, nomeadamente no segmento entre os
301 e os 400 cm e no segmento entre os 401 e 500 cm, na qual a expressao de GLP-1
foi superior quando comparada com a do intestino proximal, nomeadamente dos 0 aos
100 cm. A expressdao aumentada de GLP-1 na porcao distal do intestino ja tinha sido
referenciada na literatura (60); no entanto, os resultados do presente estudo permitiram
demonstrar que o aumento da expressao do GLP-1 é consideravelmente superior a partir
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dos 200cm. A razdo entre a percentagem de AM para o GLP-1 e a cromogranina A
mostra-se igualmente aumentada na regido distal, comparativamente com a regiéo
proximal do intestino delgado. Tendo em conta a inexisténcia de diferencas significativas
na expressao da cromogranina A ao longo do intestino delgado, estes dados sugerem
que, das células analisadas, as células L predominam efetivamente no intestino distal.

A distribuicao de células K, imunoreativas para o GIP, mostrou que esta ndo variava
ao longo do intestino delgado. No entanto, quando realizada a razdo entre as
percentagens de AM do GIP e GLP-1, indicativa da proporcédo relativa destas duas
populagdes celulares, evidencia-se uma predominancia das células K sobre as outras
células na porgao proximal. Quando analisada de forma agregada em 3 grupos, verifica-
se que a predominancia proximal das células K é principalmente devida a sua frequéncia
aumentada entre os 0 aos 80 cm, comparativamente com o grupo entre os 201 aos 700
cm.

Tendo em conta descricdes recentes sobre a existéncia de células capazes de
secretar ambos os péptidos GIP e GLP-1 (10, 61), seria pertinente em estudos futuros
avaliar também a distribuigdo intestinal destas células através da realizagdo de técnicas
de IHQ com dupla marcagcdo de forma a melhor compreender a relacdo entre a
expressao destes péptidos ao longo do intestino delgado.

Estima-se que atualmente exista um bilido de pessoas obesas em todo 0 mundo
(62); mais de metade da populacdo portuguesa (63) apresenta excesso de peso ou
obesidade. A incidéncia globalmente crescente da obesidade e da diabetes mellitus tipo 2
€ amplamente reconhecida como uma das maiores ameacas a saude publica atual (64).
As hormonas incretinas possuem varios efeitos fisiolégicos antidiabéticos, dos quais se
destacam a capacidade de influenciar positivamente a secrecao de insulina pelas células
beta do pancreas (GIP e GLP-1) (13, 25) e negativamente as células alfa produtoras de
glucagon (GLP-1) (7, 18). A nivel extrapancredtico é de destacar a interagdo destas
hormonas com o sistema nervoso central resultando em regulacao do apetite, saciedade
e ingestao alimentar (3), bem como a influéncia no esvaziamento do trato gastrointestinal
(33).

A abordagem inicial do tratamento da obesidade consiste na alteragdo dos habitos
alimentares, com diminuicdo da ingestdo calérica, bem como no aumento do gasto
energético-metabdlico com o fomento da pratica de exercicio fisico e o recurso a
farmacos adjuvantes, quando necessario (65). A cirurgia da obesidade, ou cirurgia
bariatrica, é utilizada para tratar casos de obesidade severa que nao responderam as
terapéuticas conservadoras, estando atualmente indicada para doentes com IMC = 40
kg/m2 ou IMC =35 kg/m2 na presenca de comorbilidades associadas a obesidade, tal
como a diabetes (49, 66). O tratamento cirirgico da obesidade compreende varias
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técnicas bariatricas que podem induzir restricdo da ingestao alimentar, malabsorcao ou
uma mistura de ambas. Com o emagrecimento obtido apds a cirurgia verifica-se uma
melhoria generalizada do controlo glicémico dos doentes diabéticos, podendo mesmo
ocorrer a remissao clinica da doenca (51). A taxa de remissdo da diabetes varia com o
tipo de técnica cirlrgica utilizada, sendo cerca de 48% para técnicas meramente
restritivas, 95% para as técnicas malabsortivas e 84% para a técnica mista de que é
exemplo o bypass gastrico em Y-de-Roux (BGRY) (51). Uma variagédo da técnica classica
BGRY, com a utilizacdo de uma ansa biliopancreatica mais longa do que no BGRY
classico (200 cm vs. 70 cm) (53), demonstrou induzir uma taxa de remissao da diabetes
superior a previamente descrita na literatura para a técnica classica (51) (92,68% vs
87,3%).

O comprimento médio do jejuno e ileo na nossa amostra é de cerca de cinco metros
e meio 0 que nao varia dos valores referidos em manuais de anatomia humana, tendo
sido observada uma variacdo individual do comprimento de jejuno e ileo de 702 a 320
cm. Por outro lado, ndo foram encontradas correlagdes entre o comprimento do intestino
delgado, IMC, diferengas de comprimento entre os dois sexos ou da expressao dos
diferentes marcadores com o IMC, sexo ou idade dos cadaveres.

Os resultados obtidos no presente estudo relativamente a distribuicao relativa de
células imunoreativas para o GLP-1 no intestino delgado estdo de acordo com a
“hipétese do intestino distal” podendo explicar a melhoria do perfil glicémico destes
doentes, através da modificacdo do trato gastrointestinal induzida pelo bypass gastrico,
ao proporcionar uma exposi¢cao precoce das células L aos nutrientes com consequente
hiperestimulagdo das mesmas, levando a produ¢cdo aumentada de GLP-1 e outros de
péptidos anorexigénicos como o PYY (47).

Os dados obtidos neste estudo sustentam estes achados uma vez que foi observada
uma predominancia de células L no segmento distal (dos 201 aos 700 cm)
comparativamente com o segmento proximal (0 aos 200 cm). O fato de ndo terem sido
encontradas diferengcas nos grupos [0 a 80 cm] e [81 a 200 cm] mas terem sido
encontradas diferencas entre os grupos [81 a 200 cm] e [201 a 700 cm] é a favor de uma
maior eficacia da variagdo a técnica cirurgica classica com 0 recurso a uma ansa
biliopancreatica de 200 cm de comprimento com a construgdo da anastomose gastro-
entérica a 200 cm distalmente do ligamento de Treitz (53), ja que expde de uma forma
precoce a area intestinal com maior expressao de células produtoras de GLP-1. Assim
sendo, e tendo em conta a prevaléncia da diabetes, cronicidade e custos associados ao
controlo da doenga, a cirurgia bariatrica podera vir a ser considerada uma alternativa

eficaz de tratamento da doenca, independentemente do IMC do doente.
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O conhecimento da localizacdo de células produtoras de incretinas ao longo do
intestino delgado humano podera ainda ter interesse no desenvolvimento de formulagbes
farmacoldgicas com o objetivo de estimular a producdo enddégena de incretinas,
recorrendo a moléculas que atuem de uma forma mais seletiva nos segmentos intestinais
com maior densidade celular.

O acesso a amostras biolégicas provenientes de cadaveres foi escolhido tendo em
conta a facilidade oferecida pela autopsia forense na obtencao da totalidade de intestino
delgado, bem como a aquisicdo de segmentos da parede intestinal de uma forma
sistematica comparativamente ao acesso de material que se pode obter através de
biépsia. Como limitacdo citamos que, apds observacdo microscopica tiveram que ser
excluidos os cortes do tecido, principalmente do intestino distal, que apresentavam sinais
de autélise e putrefagdo, uma vez que nao foi estabelecido um tempo minimo decorrido
entre a morte do individuo e a realizacao da autopsia mas sim estabelecida a excluséao da
amostra perante sinais macroscépicos major de putrefacdo. Uma forma de obviar esta
limitacdo em estudos de caraterizagdo fenotipica com recurso a técnicas de
imunohistoquimica, e diminuir as perdas de material biol6gico, seria a utilizagdo de
material proveniente de dadores em morte cerebral, mantidos vivos com recurso a

ventilacdo mecanica para transplante de orgaos.
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CONCLUSOES

As células imunoreativas para o GLP-1 apresentam uma expressdo aumentada a
partir dos 200 cm do ligamento de Treitz (inicio do jejuno), o que pode contribuir para
explicar os resultados na melhoria do perfil metabdlico e remissao da diabetes em
doentes obesos submetidos a cirurgia bariatrica de bypass gastrico com ansa
biliopancreatica longa. Estes dados, juntamente com o conhecido efeito das hormonas
incretinas no metabolismo glucidico, reforcam a possibilidade de otimizar a técnica
cirdrgica em fungao das comorbilidades do doente obeso e de indicar a utilizagdo desta
cirurgia como alternativa terapéutica da diabetes, em doentes com IMC menores do que

0s que sdo atualmente estipulados.
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